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Abstrakt
Multipel sklerose (MS) er en almindelig kronisk lidelse, som er karakteriseret ved 
nedbrydning af myelin i central nervesystemet. Det menes, at KCNA3 genet, som koder for 
Kv1.3 kalium kanalen i T lymfocytter, spiller en vigtig rolle i MS. Flere undersøgelser bekræfter 
at T lymfocytter hos patienter med MS har forøget antal Kv1.3 kanaler; hvilket indikere at 
Kv1.3 kanalerne sandsynligvis er involveret i MS.
Dette er yderligere blevet bekræftet ved at Kv1.3 er involveret i aktiveringen af T 
lymfocytter, og derfor vil et øget antal kanaler have en indflydelse på aktiveringen af T 
lymfocytterne og derved muligvis MS.
På grund af de mange undersøgelser, der peger på KCNA3 som et muligt kandidat gen 
for udviklingen af MS, vil denne undersøgelse fokusere på dette gen. Eksperimenterne i denne 
undersøgelse er blevet udført på DNA fra blodprøver fra patienter med tre typer MS samt på en 
kontrolgruppe, der blev brugt single strand conformation polymorphism (SSCP) for at finde 
frem til eventuelle prøver, som muligvis kunne indeholde en polymorfi, derefter blev udvalgte 
prøver sekventeret for at finde og bestemme eventuelle genetiske variationer.
Det var formålet med denne undersøgelse at finde og beskrive eventuelle genetiske 
variationer i KCNA3 genet. En del af eksperimenterne lykkedes desværre ikke, så resultaterne 
forblev ufuldendte, og derfor har det hverken været muligt at bekræfte eller afkræfte teorien 
med sikkerhed, de resultater der blev opnået stemmer overens med resultater fra litteraturen, der 
bekræfter, at der ikke er nogle genetiske variationer tilstede i selve genet. 
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Forkortelser
CNS Central nerve systemet
EAE Experimental autoimmune encephalomyelitis
MS multipel sklerose
PCR Polymerase chain reaction
PPMS Primary progressive Multiple sklerose
RRMS Relapsing remitting Multipel sklerose
SNP Single nucleotide polymorphism
SPMS Secondary progressive Multipel sklerose
SSCP Single strand conformation polymorphism
ssDNA Single strand DNA (enkelt­strenget DNA)
UTR untranslated region
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1. Introduktion
Multipel sklerose er en udbredt inflammatorisk demyelinaterende lidelse, som er et 
resultat af skade på myelin, det beskyttende lag der omringer nerverne i central nerve systemet. 
Denne lidelse rammer et stort antal mennesker i hele verden og er karakteriseret ved perioder af 
tilbagefald og lindring. MS har været kendt og er blevet undersøgt længe, men årsagen til 
lidelsen er endnu ikke blevet fuldt forstået. En generelt accepteret teori er, at den autoimmune 
proces involvere aktivering af T lymfocytter, som så angriber myelin og derved blotter nerverne 
i central nerve systemet.
Flere undersøgelse indikerer at Kv1.3 kalium kanalen i T lymfocytter kan have 
betydning for udviklingen af MS. T lymfocytter i patienter med MS har et forhøjet udtryk af 
Kv1.3 kanaler; dette kan betyde, at disse er involveret i udviklingen af MS. Da myelin reaktive T 
lymfocytter hos patienter med MS betragtes som værende kronisk aktiveret T celler, kan det 
forventes, at de udtrykte Kv1.3 kanaler vil passe med mønsteret på de aktiverede T lymfocytter. 
[4 & 6]
Ydermere viser flere undersøgelser, at forbindelser der blokerer Kv1.3 kanalen kan 
bruges i behandlingen af autoimmune sygdomme så som MS. Blokering af Kv1.3 undertrykker 
T lymfocyt aktiveringen og derved forhindrer derved angreb i MS. Udover at undertrykke T 
lymfocyt aktivering er det også bevist, at blokeringen af Kv1.3 kanalerne forbedre synet og 
bevægelsen hos 75­85% af MS patienter, som er blevet behandlet med den pågældende bloker. 
Flere forskellige blokere er siden blevet fundet af andre grupper. [3, 4, 6 & 22]
KCNA3 genet , der koder for Kv1.3 kalium kanalen i T lymfocytter, kan meget vel 
spille en vigtig rolle i MS, derfor er det vigtigt at søge efter polymorfier i netop dette gen. Dette 
projekt vil derfor undersøge KCNA3 genet ved at bruge single strand conformation 
polymorphism (SSCP) og derefter sekvensering af prøver, der eventuelt kan indeholde 
polymorfier, for at finde og identificere eventuelle genetiske variationer i genet. En eventuel 
genetisk variation kan muligvis medføre ændringer af Kv1.3 kanalerne og derved spille en rolle 
i udviklingen af MS, en ændring i Kv1.3 kunne påvirke funktionen af kalium kanalen; som for 
eksempel formen, det elektriske potentiale og/eller antallet af kanaler i cellerner.
Alle de anvendte metoder er vel dokumenterede, forholdsvis simple at arbejde med og 
effektive, derfor er netop disse metode valgt til undersøgelsen. Hvis undersøgelsen er en succes, 
vil resultaterne muligvis kunne bruges til at afgøre, hvorvidt KCNA3 er involveret i udviklingen 
af MS eller ej.
Formålet med dette projekt er, at undersøge om KCNA3 genet hos patienter med MS 
indeholder polymorfier, der eventuelt kan være medvirkende til at forklare aspekter ved MS, og 
forklare hvorfor blokering af Kv1.3 kanalerne er så effektiv i behandlingen af MS.
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2. Teori
Det følgende kapitel indeholder en kort gennemgang af multipel sklerose (MS) og en 
mere detaljeret beskrivelse af de genetiske aspekter af MS og især forbindelsen til KCNA3 
genet.
2.1. Multipel sklerose
MS betragtes som en autoimmune sygdom, der er karakteriseret ved lokal ødelæggelse 
af myelin i central nervesystemet (CNS) ved hjælp af T hjælper celler. Myelin består af 
oligodendrocytter i central nerve systemet, vis celler ligger som en beskyttende skede omkring 
selve nerveaxonsnet. Myelin skal blandt andet hjælpe med at forhøje den hastighed hvormed 
nervesignalerne bevæger sig langs axonet. Hos patienter med MS er myelin udsat for angreb fra 
immun systemet.
Diagnosen af MS er baseret på identifikation af bestemte kliniske symptomer. I 2001 
opstillede et internationalt panel en række diagnostiske kriterier, der kunne bruges til at stille en 
diagnose [23]. Den kliniske diagnose for MS er baseret på forekomsten af to eller flere angreb 
og klinisk bevis for to eller flere læsioner (ar eller plaques) på forskellige steder i den 
demyelinerede regioner af CNS. Et angreb skal forstås som en episode af neurologisk 
forstyrrelse og skal vare mindst 24 timer. Normalt vil angrebene blive opbygget i løbet af nogle 
få timer til dage og derefter have sit højdepunkt, hvorefter tilstanden vil blive forbedret i løbet at 
dage eller uger. De neurologiske symptomer vil afspejle det sted hvor angrebet finder sted, for 
eksempel vil forstyrrelse af synet betyde at den optiske nerve er under angreb. [23]
Specifikke læsioner i hjernen kan opdages ved hjælp af MRI og kan bruges til at fastslå 
diagnosen af MS. Det er tilstrækkeligt, at kunne bevise to eller flere klare angreb for at 
diagnostikere en patient med MS. [23]
Symptomerne på MS inkluderer træthed, svagelighed, krampetrækninger, balance 
problemer, blindhed, depression og meget mere. Nogle af disse symptomer har været med til at 
opdele patienter med MS i forskellige grupper. Siden midten af 1990'erne er MS blevet opdelt i 
relapsing­remitting (RRMS), secondary progressive (SPMS) og primary progressive (PPMS). I 
både RRMS og SPMS har tilstedeværelsen af flere læsioner og inflammationer været forklaret 
med mistede axoner, som er ansvarlig for permanente kliniske mangler, og i PPMS er de 
manglende axoner og de progressive symptomer forekommet uden forekomsten af nye læsioner 
[17].
80­85% af patienter med MS lider af RRMS, som i korte træk er karakteriseret ved 
isolerede kliniske angreb, som efterfølges af en forbedring i symptomerne. Ved PPMS vil 
symptomerne blive gradvist værre gennem sygdommen og vil ikke have tydelige angreb og 
forbedringer som ved RRMS. SPMS patienter vil lige som patienter med PPMS opleve en 
gradvis forøgelse af symptomerne, men vil dog opleve perioder uden angeb [25]
  Forskelligheder i de kliniske kriterier mellem de forskellige MS undertyper inkluderer 
færre læsioner i hjernen ved MRI og en lavere grad af inflammation hos patienter med PPMS 
sammenlignet med patienter med RRMS og SPMS [17]. Patienter med PPMS og SPMS har 
flere vanskeligheder med verbal læring end patienter med RRMS, og patienter med SPMS og 
RRMS har større problemer med visuel læring end patienter med PPMS [17]. Det viser sig 
yderligere at patienter med RRMS og SPMS har problemer med korttidshukommelsen. 
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De karakteristiske læsioner i MS svarer til de områder med kritisk demyelination af 
forskellige komponenter af immunforsvaret som for eksempel T­ og B lymfocytter, cytotoxiske 
cytokiner og antistoffer, det er blevet demonstreret at disse komponenter kan være ansvarlige for 
kliniske relapses [8]. Alle disse komponenter kan medføre skade på myelin, myelin 
producerende celler og oligodendrocyter. 
Ved MS vil aktiverede T lymfocytter vandre ind i CNS via en forstyrrelse i blod­hjerne 
barrieren sammen med demyelinerende antistoffer [24]. Når de aktiverede T lymfocytter er 
trængt ind i CNS vil de angribe og skade myelin, som resultere i blottede axoner, som så ikke 
længere vil være i stand til effektivt at sende signaler. Yderligere vil de blottede axons være 
mere udsatte for flere skader og kan resultere i permanent skade på axoner [25].
2.1.1. Genetiske faktorer i MS
De genetiske faktorer i MS menes at være et resultat af alleliske variationer på flere 
gener [2 & 26]. Der er også kendt, at MS er en arvelig lidelse, som medføre en øget risiko for 
udvikling af sygdommen, hvis et familie medlem har sygdommen; dette bekræftes også gennem 
tvillinge studier. Det er muligt at nogle gener er involveret i selve den indledende fase af MS, 
mens andre kan være ansvarlige for udviklingen og udbredelsen af sygdommen. Det er ikke 
sandsynligt, at der kan bruges en simpel model til at beskrive udviklingen af MS, så på 
baggrund af data fra studier af familier og tvillinger er man kommet frem til en model, som er 
vist på figur 1, hvor det illustreres, hvordan samspillet mellem forskellige faktorer kan medvirke 
til udviklingen af MS. [2 & 26]
Figur 1 viser en illustration af de forskellige faktorer, der menes at være medvirkende til 
udviklingen af MS [2].
Igennem tiden er der blevet fundet flere gener, som menes at have betydning i MS. Et 
nyere studie fastslå, at så meget som 80 gener er blevet fundet og menes at have indflydelse på 
MS [16].  Her bliver det også understreget at genetiske faktorer med sikkerhed er involveret i 
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MS.  Et andet studie mener, at der er blevet identificeret 60 genomiske regioner, som har et 
potentiale for at være involveret i MS [2 & 26].
Det menes, at chancen for at bevise at et kandidat gen er vigtig for en sygdom er meget 
lille, og det på trods af at det valgte gen er udvalgt på baggrund af viden om de patogenetiske 
mekanismer. Det vil være en større mulighed for success, hvis et større antal gener undersøges 
sideløbende. En mere effektiv strategi til at identificere gener, der er vigtige for sygdom, er at 
identificere kandidat gener i en dyre model, som EAE der er en variant af MS hos dyr. Arbejdet 
med EAE er lettere at kontrollere, da det blandt andet er muligt at lave familie strukturer, hvilket 
er meget vanskeligt hos mennesker. [16]
The Major Histocompatibility Complex (MHC) på kromosom 6p21 er det eneste lokus, 
som gentagende er blevet demonstreret at have en forbindelse med MS [2 & 34]. Andre studier 
mener også, at have bekræftet en forbindelse mellem et bestemt gen og MS [20].
Det viser sig dog mere og mere tydeligt, at genetiske undersøgelser ikke i sig selv kan 
forklare de biologiske mekanismer, der er involveret i udviklingen af MS. Men det er stadig 
fastslået at det genetiske aspekt spiller en væsentlig rolle i bestemmelsen af hvilke individer, der 
befinder sig i en risiko gruppe for at udvikle MS, og hvordan den enkelte vil reagere på 
forslellige behandlinger [26]. 
2.2. Kv1.3 kalium kanalen i T lymfocytter
Det er kendt at alle humane T lymfocytter udtrykker Kv1.3 kanaler, men celler 
udtrykker et varierende antal kanaler afhængigt af cellens stadie og differentiering. Disse 
forskelligheder i antallet af kalium kanaler har en effekt på reguleringen af membran potentialet 
i den pågældende celle og derved også calcium signaleringen. Kv1.3 kanalerne en vigtig del af 
aktiveringen af T lymfocytter via regulering af membran potentiale. [21]
Der er mange undersøgelser der dokumenter for at forbindelser, som er designet til at 
blokere Kv1.3 kanalerne i T lymfocytterne, kan anvendes i behandlingen af autoimmune 
sygdomme så som MS. Blokering af Kv1.3 kanalerne undertrykker aktiveringen af T 
lymfocytterne, hvilket forøger mulighederne for at kontrollere funktionerne af de myelin 
angribende T lymfocytter. Den første Kv1.3 hæmmer (4­aminopyridine) som blev fundet 
effektiv til at undertrykke T lymfocyt aktiveringen forøgede også synet og bevægelsen hos 75­
85% af de MS patienter som fik behandlingen. Siden er et antal forskellige blokere blevet 
udviklet af andre grupper og behandlingsformen virker lovende efter at være blevet afprøvet å 
forsøgspersoner. [3, 4, 6, 14, 18, 22, 31 & 36]
Flere studier bekræfter at Kv1,3 kanalen er en del af et signalerings kompleks i T 
lymfocytter [5, 9 & 28]. På figur 2 er Kv1.3 samt IKCa1's rolle i signal komplekset illustreret, 
og som det ses resulterer stimulering af T lymfocytter en forøgelse af den frie Ca2+ 
koncentration i cytosolet, hvilket medføre celle proliferation og udskillelse af lymfokiner [11].
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Figur 2: Kv1.3 kanalens rolle i T lymfocyt aktiveringen. Ved aktiveringen af en CD4+ celle 
via en antigen præsenterende celle (APC) vil APC major histocompatibity complex (MHC) 
binde sig til T lymfocyttens recepter (CD3 complex). Bindingen leder til aktivering af protein 
kinase C (PKC) og production af ins(1,4,5)P3, som resultere i frigørelse af Ca2+, der fører til 
åbning af CRAC kanalerne for at tillade indtagelse af Ca+ i cellen. Den forøgede Ca2+ 
koncentration i cellen fører til membran depolarisation, der åbner for Kv1.3 og IKCa1kanalerne, 
som vil genoprette Ca2+ indtaget i cellen og derved skabe membran hyperpolarisation. Blokering 
af kalium kanalerne vil medføre membran depolarization og derved formindske Ca2+ indtaget i 
cellen. [11]
Kv1.3, IKCa1 og CRAC kontrollere og regulere Ca2+ signaleringen i T lymfocytterne, 
som det er illustreret på figur 2. Hvis koncentration af Ca2+ er for lav vil CRAC kanalerne åbnes 
og transportere Ca2+ ind i cellen. På trods af at det kunne forventes at indføringen af Ca2+ over 
celle membranen ville depolarisere cellen, så viser det sig at resultere i hyperpolarisering. Den 
største kilde til stabilisering af Ca2+ indførelsen er foretaget ved hjælp af den membran 
hyperpolarisering, der skabes ved åbning af Kv1.3 kanalerne. Kv1.3 kanalerne reagerer på 
membran depolarisationen og åbningen af IKCa1 ved selv at åbne, som et resultat af den 
forhøjede koncentration af Ca2+ i cellens cytosol. Blokkering af kalium kanalerne ved lede til 
membran depolarization og derved forhindre indførelsen af Ca2+ og stoppe for celle proliferation 
og production af cytokiner. [11, 15 & 21]
Åbningen af Kv1.3 kanalerne medføre at membran potentialet bliver mere negativt på 
indersiden af membranen, hvilket som beskrevet forøger Ca2+ indførelsen i cellen. En effect at 
dette er aktivering af det Ca2+ afhængige enzym calsineurin, som er en vigtig phosphatase i 
aktiveringen af T lymfocytten [21].
Som beskrevet, er den kalcium aktiverede IKCa1 kanal kodet af KCNN4 genet på 
samme måde som Kv1.3 kanalen vigtig for aktiveringen af T lymfocytterne. På samme måde 
som ved Kv1.3 kanalerne er adskillige blokkere til IKCa1 kanalen blevet fundet effektive til 
beskyttelse imod EAE (muse modellen af MS) [29]. Derfor er det også vigtigt at fokusere på 
IKCa1 kanalen som en mulig forklaring på udviklingen af MS.
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2.2.1 En beskrivelse af Kv1.3 kanalen
Det menes, at mennesket har 80 forskellige gener, der koder for kalium kanaler med 
forskellige strukturer. Den største klasse af disse proteiner er de transmembrane proteiner (S1­
S6). Det er S4, der menes, at være følsom overfor ladede ioner hos Kv kanalerne og selve poren 
menes at være placeret mellem S5 og S6, de nævnte dele af Kv1.3 kan ses på figur 3. Der er 46 
medlemmer af Kv familien, og disse er opdelt i 19 undergrupper, som inkluderer calcium 
aktiverede kalium kanaler som Kv1.3 og IKCa [9 & 33].
Figur 3: Kv1.3 kanalen [9]. S1­S6 er de 6 transmembrane α­helix segmenter.
Kv1.3 kanalen er en del af shaker familien af Kv kanalerne, og disse er specielt 
sensitive overfor K+.. Kanalen er også kendt som en n­type, hvor n står for normal, fordi den er 
den oftest observerede Kv kanal. Selve proteinet består af fire identiske subutits, hver bestående 
af cirka 500 aminosyrer, der er kovalent bundet til hinanden, hvor hver består af 6 
transmembrane α­helix segmenter (S1­S6) forbundet med intra­ og extracellulære loops, dette 
er illustreret på figur 3. Selve poreregionen er et kraftigt forseglet område over membranen, som 
indeholder et filter, der er i stand til at sortere uønskede ioner fra, og som tillader K+ ioner at 
passere. Selve poren i Kv1.3 er kontrolleret af den transmembrane spænding på en sådan måde 
at kanalen begynder at åbnes ved et membranpotentiale på ~50mV og åbningen forøges ved 
forøget depolarisering. [9]
Hvilende T lymfocytter udtrykker 200­300 Kv1.3 kanaler, som har hovedansvaret for 
kontrollen af membranpotentialet i de pågældende celler. Kanalerne er styret af en negativ 
feedback mekanisme, hvor depolarisering åbner og hyperpolarisering lukker for poren [10].
2.3. Multipel sklerose og KCNA3 genet
Flere undersøgelse indikerer at Kv1.3 kalium kanalen i T lymfocytter kan have 
betydning for udviklingen af MS. T lymfocytter hos patienter med MS har et forhøjet antal af 
Kv1.3 kanaler; dette kan betyde at disse er involveret i udviklingen af MS. Da myelin reaktive T 
lymfocytter hos patienter med MS er kronisk aktiverede T­huske celler, kan det forventes at de 
udtrykte Kv1.3 kanaler vil passe med mønsteret på de aktiverede T lymfocytter. [4 & 6]
Et nyere studie er kommet frem til at antallet af KV1.3 kanalerne er betydeligt forøget i 
hjerner fra patienter med MS, hvilket stærkt indikere, at størstedelen af de inflammatoriske 
elementer i MS er aktiverede T lymfocytter. Denne forøgelse af Kv1.3 kanaler vil sandsynligvis 
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medføre aktivering af kalcium signaleringen, der er nødvendig for aktiveringen af lymfocytterne 
[32]. En blokering af disse kanaler vil derfor kunne undertrykke aktiveringen. 
Flere studier har fokuseret på om genetiske variationer kan være medvirkende til at 
forklare årsagen til MS. Flere forskellige gener er blevet undesøgt for associeringen med MS, 
men de fleste studier har ikke fundet nogle variationer [19 & 30].
2.3.1. Præsentation af kandidat genet KCNA3
Det er tydeligt, at Kv kanalerne i T lymfocytterne spiller en vigtig rolle for aktiveringen 
af T lymfocytterne, den dominante kalium kanal i humane T lymfocytter blev identificeret i 
1984, og i 1990 blev KCNA3 genet identificeret som det gen, der koder for Kv kanalen Kv1.3 
[12, 15 & 28.
KCNA3 genet som koder for Kv1.3 kalium kanalen i T lymfocytter er fundet i en enkelt 
udgave hos både mus, rotter og det mennesker. Den kodende sekvens af mamale Kv1.3 er 
tilstede som et enkelt ubrudt exon [1 & 13].
Det er blevet fastlagt, at KCNA3 genet er lokaliseret til bånd p21 på den korte arm af 
kromosom 1, dette ses illustreret på figur 4.
Figur 4: Lokaliseringen af det humane KCNA3 gen på p21 båndet på kromosom 1. 
(A) Humane metafase kromosomer hybridiseret til en human DNA klon kodende for KCNA 
genet og den specifikke hybridisering er vist med en pil. (B) Hybridiseringen af en KCNA3 
probe blev fundet i en afstand på 18 ±3% fra centromeren til telomeren af den korte arm af 
kromosom 1, vist med en pil. [13]
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Der er tidligere lavet genetiske undersøgelser af KCNA3, herunder hvor hele genet 
inklusiv 5' UTR og 3' UTR regionerne er blevet sekventeret. Fem Single Stand Polymorphisms 
(SNP)1 blev fundet i promoteren [35]. De fundne SNP's var T­548C, G­697T, A­845G, T­1645C 
og G­2069A, hvoraf den mest interessante er T­1645C, da det menes at den muligvis kan have 
en effekt på bindings evnen af transskriptions faktorer til promoter regionen [35]. Denne SNP 
kan sandsynligvis have en indflydelse på transskriptionen af KCNA3 genet og kan derved 
muligvis medføre en ændring af Kv1.3 kanalen.
Ifølge NCBI's database består KCNA3 genet af 1836 baser og der er blevet 
dokumenteret 19 SNP's i genet hvoraf 15 er humane. Det kan derfor forventes, at nogle at disse 
SNP's muligvis kan forekomme i denne undersøgelse.
1 SNP's er basepar positioner i det genomiske DNA, som indeholder forskellige alternative sekvenser 
der eksisterer i individer i nogle populationer, hvor den mindst forekommende allel er på 1% eller 
større. Det skal dog bemærkes, at base insertions eller deletions varianter ikke betragtes som SNP's. 
Der opdages ofte nye SNP's og disse kan findes i SNP lister i databaser. [7]
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3. Metoder
Dette kapitel indeholder en kort beskrivelse af principperne bag de anvendte metoder.
3.1. PCR
Polymerase Chain Reaction (PCR) er muligvis den oftest anvendte metode inden for 
genetisk forskning. Ved hjælp af denne metode er det muligt at opformere større mængder af 
specifikke DNA fragmenter ved hjælp af special designede primere. Ud over at være en meget 
nyttig metode er den også forholdsvis billig og nem at lære, men på trods af dette, kræver det 
dog en vis erfaring at få en reaktion til at virke optimalt. De optimerede DNA fragmenter kan så 
benyttes til videre undersøgelse ved for eksempel SSCP og sekvensering.
DNA prøven tilsættes Q­buffer, PCR buffer, en polymerase, et primer sæt, MgCl2 og 
dNTPmix. DNA polymerasen aktiveres så først ved at opvarme prøverne til 94oC og lade dem 
inkubere i 5 minutter, dette vil også denaturere DNA­strengen. Herefter ændres temperaturen til 
annealing temperaturen, som er den temperatur, der er optimal for primersættet. Annealing 
temperaturen findes ved at udføre en temperatur gradient. Tilsidst bliver temperaturen indstillet 
til 72oC, som er den optimale temperatur for DNA polymerasen (HotStar). Herved vil PCR have 
dannet nye komplimentere DNA­strenge.
MgCl2 tilsættes PCR reaktionen i forskellige koncentrationer for at stabilisere DNA'et, 
ved at saltet binder sig som kompleks til DNA strengen. dNTPmix består af en blanding af 
dTTP, dATP, dCTP og dCTP. 
PCR bufferens rolle er at opretholde specifik amplification ved hver cyklus i PCR. En 
kombination af Kcl og (NH4)2SO4 i bufferen tilgodeser en specifik primer­template annealing. 
Uspecifik annealing bliver reduceret og et maksimalt udbytte af det ønskede PCR produkt bliver 
fremskyndet.
En tilsætning Q­buffer vil lette aplificationen af besværlige templates ved at modifisere 
smeltningen af DNA­strengen. Ved at benytte denne buffer vil man være istand til at optimere 
PCR betingelserne.
3.2. Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP)
Ofte bliver DNA­stykker analyseret ved at adskille efter størrelsen af stykkerne. Mange 
af disse kandidat­gener er dog af samme længde, men er forskellige i selve DNA sekvenserne, 
disser betegnes som Single Nucleotide Polymorphisms (SNP). For at opdage forskelligheder i 
sekvensen i DNA fragmenter af samme længde, kræves en teknik, der er i stand til at afslører 
disse forskelligheder, der ikke er baseret på længde alene. En teknik der tillader denne form for 
separation af DNA fragmenter er Single Strand Conformation Polymorphism analyse (SSCP), 
som blev udviklet i 1989 [27]. Analyse ved hjælp af SSCP giver muligheden for effektivt at 
screene for polymorfier før sekvensering af udvalgte prøver udføres, hvilket gør det nemmere af 
udvælge de prøver, som muligvis kunne indeholde en polymorfi..
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Den teoretiske baggrund for gel baseret SSCP er at selve konformationen af et 
enkelt­strenget DNA (ssDNA) fragment er sekvensspecifikt, og at ssDNA molekyler 
med forskellige konformationer har forskellige mobilitets egenskaber i en ikke­
denaturerende gel. SSCP­metoden køres under specifikke elektriske omstændigheder, 
hvor eventuelle forskelligheder i ssDNA'et kan opdages som en ændring i migrations 
mønstret.
DNA­molekylet denatureres først ved opvarmning til 95oC i 5 minutter efterfulgt 
af en hurtig nedkøling. Denne hurtige nedkøling resulterer i dannelsen af ssDNA 
fremfor at genskabe det dobbelt strengede DNA. ssDNA'et folder sig afhængigt af 
sekvensens tre­dimentionelle struktur på grund af intramolekylære base paring i den 
primære struktur, dette er illustreret på figur 5.
Figur 5: Princippet ved SSCP metoden. I proceduren vil begge PCR­produkter først blive 
denatureret efterfulgt af en hurtig nedkøling og så køres prøverne på en gel. På grund af 
forskellighederne i strukturen vil der vise sig forskellige migrations mønstre i gelen.
Med SSCP­metoden er man i stand til at skelne mellem mutant DNA fragmenter med 
enkelt­base ændringer i forhold til wildtype fragmenter ved at sammenligne migrations mønstret 
på gelen.
Det skal dog bemærkes, at SSCP kun kan bruges på DNA fragmenter på mindre end 
500 base par. PCR produkter ,der er større end 500 base par, skal derfor enzymatisk skæres med 
specifikke endonucleaser for at opnå en passende længde.
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3.3. Sekvensbestemmelse
Ved en sekvensering bliver sandsynligheden for den enkelte base i et enkeltstrenget 
DNA stykke beregnet og visualiseret med en grafisk fremstilling. Grafen indeholder 4 
forskellige kurver, der hver beskriver sandsynligheden for forekomsten af den pågældende base 
på den pågældende placering på DNA strengen. Ved at analysere kurven er det muligt at fastslå 
basernes rækkefølge på DNA strengen, og denne kan så sammenlignes med en reference for en 
kendt database.
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4. Procedurer
I dette kapitel gennemgås de anvende procedurer i detaljer.
4.1. PCR og patient prøver
Genomisk DNA blev oprenset fra blodprøver og udleveret. Der blev udleveret prøver fra 
96 patienter med RRMS, 96 patienter med SPMS, 44 patienter med PPMS og 96 kontrol prøver 
fra raske.
KCNA3 genet består af et enkelt exon på 1836 baser, for at gøre det nemmere at 
håndtere genet opdeles det i 3 dele navngivet som exon 1, 2 og 3. De anvendte endonucleaser er 
angivet i tabel 1. Tre overlappende primer sæt blev designet, angivet i tabel 1 på figur 6. 
Primerne blev syntetisere af DNA Technology A/S. Når KCNA3 genet bliver opdelt i tre dele, er 
det vigtigt at de tre fragmenter ikke er lige store, da man så kan skelne dem fra hinanden på en 
gel.
Exon Sekvens 5’­3’ Produkt størrelse Temperatur Endonuclease
1F CACCGCTGCCGCCTCT
1R GCGGGGTAGTCCTTCTCGTC
806 bp 62oC ScaI
2F CATCCTCATCTCCATTGTCAT
C
2R GACCCCAATAAAGAGGAAG
AAG
477 bp 52oC none
3F AGATCCTCGGGCAAACG
3R AAACAAGGGCATAGGCAGA
C
629 bp 62oC HindfI
Tabel 1: Angivelse af de designede primer sekvenser, den forventede produktstørrelse og 
annealing temperaturen brugt ved PCR reaktionerne. F = forward og R = reverse.
Figur 6: Placeringen af de enkelte fragmenter af KCNA3 genet. De anvendte primeres 
placering er også vist. Se i tabel 1, hvor de specifikke sekvenser er angivet.
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PCR amplifications temperaturen blev optimeret på en thermocycler ved hjælp af en 
temperatur gradient med følgende temperaturer: 46,8oC, 48,8oC, 51,5oC, 57oC, 59oC, 62,4oC, 
65,1oC og 67oC. Gradienten blev gennemført med et PCR program: 94oC i 15 minutter, 35 
cykluser  ved (94oC i 30 sekunder, annealing temperaturen i 45oC og derefter 72oC i 90 
sekunder) og dette bliver så afsluttet med 72oC i 7 minutter. Temperaturgradienten tillader at 
man kan afprøve flere forskellige annealing temperaturer på en gang. Ved samme gradient er det 
også muligt at afprøve forskellige koncentrationer af buffer og MgCl2. Et eksempel på en sådan 
gradient er illustreret i tabel 2.
Temperatur gradient ved oC
46,8 48,8 51,5 57 59 62 65,1 67
+ Q buffer
­ MgCl2
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
+ Q buffer
+ 0,5l MgC l2
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
+ Q buffer
+ 1l MgC l2
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
+ Q buffer
+ 1,5l MgCl 2
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
­ Q buffer
­ MgCl2
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
­ Q buffer
+ 0,5l MgC l2
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
­ Q buffer
+ 1l MgC l2
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
DNA 
prøve
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Tabel 2 viser et eksempel på en PCR gradient, hvor temperaturen, Q buffer og MgCl2 bliver 
varieret. Denne form for test gør det muligt at afprøve 64 forskellige alternativer på en gang, 
hvor ud fra resultatet så er muligt at finde de bedste omstændigheder for en PCR reaktion.
PCR blandingen for exon 2 og exon 3 indeholder: 5μl templete, 1μl 20pM primer F, 
1μl 20pM primer R, 1μl 10mMdNTP mix (indeholdende dTTP, dATP, dCTP og dGTP), 2,5μl 
10x PCR buffer, 0,2μl Hot­Star taq polymerase, 5μl Q­buffer og vand op til 25μl.
PCR produkterne bliver så visualiseret via gel elektrophorese på en 2% agarose gel ved 
150mV i 60 minutter i 1xTAE buffer sammen med en DNA makør og en loadingbuffer for at 
farve DNA fragmenterne.
4.2. SSCP
Som det er nævn tidligere, kan SSCP metoden kun benytte DNA fragmenter på mindre 
end 500 base par, derfor skal PCR produkter på over 500 base par, som det er tilfældet med exon 
1 og exon 3 fragmenterne, først skæres til mindre fragmenter ved hjælp at specifikke 
endonucleaser. De specifikke enzymer blev udvalg efter de kriterier, at fragmenterne ud over at 
være på mindre end 500 base par,  også skal være på forskellige størrelser, det blev også 
besluttet, at der skulle være mere end 70 base par til forskel mellem fragmenterne, dette gør det 
lettere at skelne mellem fragmenterne ved gel elektroforese. 
Exon 1 fragmentet blev skåret med 1,5 units ScaI og resulteret i to fragmenter på 
henholdsvis 465 base par og 341 base par. Exon 3 blev skåret med 1,5 units HindfI og resulteret 
i to fragmenter på henholdsvis 413 base par og 216 base par. Den enzymatiske skæring blev 
udført ved at benytte Qiagen HotStarTaq Master Mix Kit (Qiagen, Danmark).
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5μl af en blanding bestående af 5μl PCR produkt og 11μl Stop solution blev loaded på 
en gel fra Amersham Biosciences og kørt ved 150V i to timer ved 5oC og en tilsvarende prøve 
blev kørt ved 20oC. Hver prøve blev kørt ved to forskellige temperaturer, fordi resultaterne kan 
variere ved forskellige temperaturer.
Ved at benytte et DNA Silver Staning Kit fra Amersham Biosciences blev DNA 
fragmenterne på SSCP gelen visualiseret. Fire reagenser blev forberedt til en volume på 125ml, 
se detaljerne for proceduren i tabel 3.
Reagent Components required 
from Kit
Other components Processing time
1 Fixing 25ml Fixing solution, 
5X
100ml 24% ethanol 30min. or longer
2 Staining 25ml Staning solution, 
5X
100ml water 30min.
3 Developing 25ml Sodium 
carbonate, 5X
125l Sodium  
thiosulphate
125 F ormaldehyde
100ml water 1min.
4 Stopping & Preserving 25ml Stopping & 
Preserving solution, 5X
100ml water ~6min.
5 washing >125ml water Minimum 30min.
Tabel 3: proceduren for visualiseringen af DNA fragmenter på SSCP gelen.
4.3. Sekventering af udvalgte prøver
Prøver fundet ved SSCP analysen blev udvalgt, og DNA'et blev så renset fra PCR 
produktet ved at benytte en exonuclease, 10μl PCR produkt blev blandet med 1μl (20U/μl) 
exonuclease. Blandingen blev inkuberet i to timer ved 37oC. Ved selve sekvenserings reaktionen 
blev 1μl oprenset PCR produkt tilsat 1μl 2μM primer , 2μl 1x Seq 5x buffer, 1,5μl B­dye 
Terminator, 0,5μl DMSO og vand op til 10μl. Én sekvenserings reaktion indeholdte reverse 
primer og en andet indeholdte forward primeren. Sekvenserings reaktionen blev kørt på en PCR 
maskine ved følgende program:
• Step 1: 96oC i 1 minut
• Step 2: 96oC i 10 sekunder
• Step 3: 50oC i 5 sekunder
• Step 4: 60oC i 4 minuter
• 25 cykluser fra step 2 til step 4
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Herefter blev produkterne fra sekvenseringsreaktionen oprenset ved at benytte 
ethanolfældning:
1. Prøverne blev blandet ved at spinning.
2. 2 μl 125mM EDTA blev tilsat hver brønd.
3. 2 μl 3M NaAc blev tilsat hver brønd.
4. 50μl 96% kold EtOH blev tilsat hver brønd.
5. Brøndene blev forseglet og forsigtigt blandet.
6. Prøverne blev inkuberet i 15 minutter.
7. Prøverne blev centrifugeret ved 3700rpm/2250xg i 45 minuter ved 4oC.
8. Forseglingen blev fjernet og erstattet med en papir serviet. Prøverne blev så placeret 
med bundet opad i centrifugen og centrifugeret ved 185xg i 1 minut.
9. 60 μl 70% EtOH blev tilsat hver brønd og forseglet.
10. Prøverne centrifugeres ved 1650xg i 15 minuter ved 4oC.
11. Forseglingen blev fjernet og erstattet af en papir serviet. Prøverne blev placeret med 
bunden opad i centrifugen og centrifugeret ved 185xg i 1 minut. Så stilles de til at tørre 
et øjeblik.
Prøverne blev så tilsat 10μl HighDye og selve sekventeringen blev udført.
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5. Resultater
I dette kapitel vil resultaterne af de udførte eksperimenter blive gennemgået med 
angivelse af relevante illustrationer.
5.1. PCR
PCR reaktionerne for exon 2 og exon 3 foreløb uden større problemer og viste sig at 
være udemærket til at benytte til videre analyse med SSCP. Som der er vist på figur 7, har alle 
de pågældende prøver fra PCR reaktionen af exon 3 RRMS både den korrekte længde og 
koncentration for at gå videre med at arbejde med prøverne. I det pågældende eksempel på figur 
7 er kun 1 ud af 48 prøver mislykkes.
Figur 7: Produkterne af PCR reaktionen af KCNA3 exon 3 fra patienter med RRMS ved 
gel elektrophorese. Kun en enkelt ud af de 48 prøver er mislykkes i det viste forsøg (prøve 
nummer 17 fra venstre i den øverste række), hvor intet produkt er blevet dannet.
PCR­produkterne fra exon 2 kunne også dannes uden problemer (figur 8). Figur 8 
afslører også at det ikke er lykkes at opnå PCR produkter fra samme DNA prøve som for exon 3. 
Dette skyldes sandsynligvis, at der ikke var noget DNA i den pågældende prøve.
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Figur 8: PCR produkter fra KCNA3 exon 2 fra RRMS patienter ved gel elektrophorese. 
Kun en enkelt ud af de 48 prøver er mislykkes, det drejer sig om prøve nummer 17 fra venstre i 
den øverste række.
Det var uheldigvis ikke muligt at opnå PCR­produkter fra exon 1 fra nogle af DNA 
prøverne fra MS typerne. I nogle få tilfælde var det dog muligt i nogen grad at opnå PCR­
produkter fra DNA materialet fra nogle få patienter, men ingen af resultaterne troværdige. Det 
viste sig at intensiteten på båndene fra gel elektroforese var meget uregelmæssige, i nogle 
tilfælde havde DNA fragmenterne fra PCR reaktionerne en “forkert” længde, mens der i andre 
tilfælde var mere end ét bånd på gelen. Et eksempel på intensitets forskellene på båndene er 
illustreret på figur 9. I de fleste tilfælde mislykkedes PCR reaktionerne dog fuldstændigt og 
resulterede ikke i nogle synlige fragmenter.
Figur 9: Eksempel på resultater fra PCR reaktionen af KCNA3 exon 1 fra RRMS 
patienter ved hjælp af gel elektrophorese. Resultatet viser en meget store variationer i bånd 
intensiteten.
Der blev foretaget ydeligere analyser af exon 2 og exon 3 fragmenterne. Efter at have 
opnået gode DNA fragmenter fra PCR reaktionerne for exon 2 og exon 3, blev fragmenterne fra 
skåret med restrictions enzymet Hindf1. Efter skæring af DNA fragmenterne blev resultaterne 
visualiseret via gel elektrophorese for at kontrollere, at skæringen var lykkedes og kunne 
benyttes til SSCP. Et eksempel på en sådan visualisering er vist på figur 10.
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Figur 10: Visualisering af skæringen af exon 3 med PPMS patienter med restrictions 
enzymet Hindf1. Som det ses er der en variation i intensiteten af båndene, men de fleste er dog 
kraftige nok til at kunne blive analyseret ved hjælp af SSCP.
5.2. SSPC
PCR produkterne fra de tre typer af MS blev successfuldt analyseret ved hjælp af SSCP 
med det formål at lede efter DNA fragmenter med genetiske variationer på exon 2 og exon 3 
fragmenterne. DNA­fragmenter fra alle patienterne viser det samme mønster, hvilket indikere at 
der ingen genetiske variationer findes i de pågældende prøver (figur 11 og 12).
Figur 11: Eksempler på SSCP resultater af KCNA3 exon fra RRMS patienter. SSCP viser 
ingen forskel på det undersøgte DNA materiale.
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Figur 12 : Eksempler på SSCP resultater af KCNA3 exon 3 fra PPMS patienter. SSCP 
viser ingen forskel på det undersøgte DNA materiale.
Som der er vist på figur XX og XX, er migrations mønstret fra de to forskellige exons 
meget unike, og det er derfor at SSCP metoden er meget nyttig til at søge efter genetiske 
variationer i DNA prøver. SSCP resultaterne indikerer, at der ingen variationer er til stede i de 
pågældende DNA prøver; men for at være på den sikre side blev 10 patienter fra hver type MS 
(RRMS, PPMS og SPMS) fra exon 2 og exon 3 udvalgt og sekventeret.
5.3. Sekvensering
For at være sikker på at der ikke fandtes nogle genetiske variationer, blev der udvalgt 
nogle DNA prøver til sekvensering. Et eksempel på resultatet af en sekvensering er vist på figur 
13. Der blev ikke fundet nogle variationer i nogle af de udvalgte prøver.
Figur 13: Eksemple på sekvens data'en fra to prøve(de nederste linier) sammenlignet med 
en reference sekvens. reference sekvensen (øverst). Kurven illustrere med farver (grøn = A, 
lilla = T, sort = G og blå = C) intensiteten af signalstyrken fra det pågældende nucleotid.
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6. Diskussion
Flere studier indikere at Kv1.3 kalium kanalen spiller en vigtig rolle i udviklingen af 
MS. Men på trods af dette, er der ikke udført nogle genetiske undersøgelser af genet KCNA3 
med henblik på MS. Genet KCNA3 som koder for Kv1.3 kanalen. Genet er i 2006 blevet 
undersøgt for variationer med henblik på diabetes og i den pågældende undersøgelse blev der 
dog ikke fundet nogen variationer i den kodende region af KCNA3. Derimod blev der fundet 
variationer i genets intron. En variation i introns kan medføre problemer med transkriptionen af 
genet, og som den pågældende artikel [35] antyder, kan den specifikke mutation T­1645C 
medføre ændringer i Kv1.3 kalium kanalen. I nærværende projekt blev KCNA3 genets intron 
ikke undersøgt, og det er derfor ikke muligt at afgøre om den samme genetiske variation er 
tilstede i DNA'et fra de anvendte patienter. Det er her værd at bemærke, at de opnåede resultater 
fra dette projekt stemmer overens med resultaterne fra studiet af Tschritter et al, men henblik på 
at der ikke blev fundet nogle variationer i selve den kodende region af KCNA3.
De mange studier som gennem tiden har diskuteret hvilken rolle kalium kanalerne 
spiller i udviklingen af MS, har ledt til udviklingen af specifikke hæmmere af Kv1.3 kanalen og 
IK kanalerne i T lymfocytter hos patienter med MS. Disse blokkere har givet lovende resultater, 
hvilket understreger vigtigheden af Kv1.3 og IK kanalerne i forbindelse med MS, og yderligere 
hvor vigtigt der er at fokusere på disse kanaler i forskningen af MS.
Det er her vigtigt at gøre opmærksom på at fokus ikke kun skal være på Kv1.3 kanalen 
med også på IKCa1 kalium kanalen, som bliver kodet af KCNN4 genet. Som beskrevet i afsnit 
2.2., spiller IKCa1 kanalen også en vigtig rolle i T lymfocyt aktiveringen, og på samme måde 
som Kv1.3 kanalen er der med succes blevet udviklet specifikke blokkere for IKCa1 kanalen, 
som er fundet virkningsfuldt på EAE.
Funktionen af både Kv1.3 og IKCa1 er blevet undersøgt nøje, og opdagelsen og 
udviklingen af selektive blokkere for disse kanaler har ledt til muligheden for at undertrykke T 
lymfocyt aktiviteten hos patienter med MS og forbedret levevilkårene for disse patienter 
betydeligt. Yderligere undersøgelser af kalium kanalerne i T lymfocytter vil måske i fremtiden 
bringe endnu flere og forbedrede muligheder for forebyggelse af MS og udviklingen af medicin 
med færre bivirkninger.
Desværre har der ikke været mulighed for, at undersøge begge kandidatgener i dette 
projekt, så derfor er der kun blevet fokuseret på KCNA3 genet.
6.1. Metode
PCR reaktionen er en veldokumenteret og ofte anvendt metode i genetisk analyse til at 
opformere specifike DNA fragmenter. Det er dog blevet understreget i dette projekt, at PCR 
metoden kan være lunefuld, og at det langtfra altid lykkes at gennemføre reaktionerne i første 
forsøg, det viste sig yderligere, at der ofte var behov for flere forsøg, før de ønskede resultater 
blev opnået. Det er desværre en velkendt problemstilling, som alle der arbejder med PCR 
reaktioner må arbejde på; den ene dag vil reaktionen forløbe perfekt, og den næste dag vil 
samme reaktion ikke lykkes. Der var desværre ikke nok tid til rådighed til at få alle PCR 
reaktionerne for exon 1 til at lykkedes.
Regionen, hvor PCR forward primeren for exon 1 skulle være komplimenter til, viste 
sig at være meget rig på G og C, hvilket kan have betydet, at det har været svært for en primer at 
sætte sig fast, og derfor kan det have været med til at besværliggjort PCR reaktionen. Flere 
forskellige primere har været designet og afprøvet for exon 1, men ingen gav tilfredsstillende 
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resultater. Derudover har der været eksperimenteret med forskellige kombinationer af salt 
koncentrationer, buffere og temperature. Hvis der havde været mere tid til rådighed kunne flere 
primere have været afprøvet og andre former for optimering af PCR reaktionen kunne være 
gennemført.
SSCPmetoden var forholdsvis enkel at arbejde med og voldte ingen betydelige 
problemer, udfordringen lå tilgengæld i at analysere resultaterne. Som det er blevet gennemgået, 
er migrations mønstrene meget unikke, og det er derfor muligt at opdage afvigelser i mønstret, 
antallet af bånd og intensiteten af de enkelte bånd. Igennem arbejdet med at analysere 
resultaterne blev det dog tydeligt, at selve analysen kræver en del erfaring, da det ikke altid var 
helt nemt at få øje på eventuelle afvigelser. På trods af vanskelighederne ved analysen blev der 
ikke fundet nogle variationer mellem DNA prøverne.
Det er muligt at SSCP sensitiviteten kunne være forøget ved at afprøve andre 
temperature end 5oC og 20oC, som blev anvendt som standart i projektet. Det er muligt at 
migrations mønstret kunne være anderledes ved andre temperaturer. Yderligere tillod den 
anvendte gel kun et maksimalt volumen på ~5 μl per brønd, der er derfor en mulighed for, at 
svagere bånd ikke har været mulige at se på gelen efter sølvfarvningen.
For at forberede de udvalgte PCR fragmenter til sekventering skulle der følges en 
simpel procedure. På grund af mangel på erfaring kan denne procedure dog resultere i urene 
prøver eller prøver uden DNA. Alle DNA prøverne gav ikke brugbare resultater, men der blev 
dog opnået tilstrækkeligt med resultater til, at det var muligt at analysere fragmenterne for 
mulige genetiske variationer.
6.2. Resultater
Resultaterne fra exon 2 og exon 3 viser, at der ikke er nogle genetiske variationer 
tilstede i den pågældende del af KCNA3 genet hos hverken patienter med MS eller i kontrol 
prøverne, det var dog forventet, at én eller flere at de dokumenterede SNP's ville dukke op i 
nogle af prøverne, dette var dog ikke tilfældet. Da det ikke var muligt at få DNA fragmenter fra 
exon 1, kan det dog ikke afvises, at der er nogle genetiske variationer i den del af KCNA3 genet. 
Hvis der er en genetisk variation i den kodende region af KCNA3 genet hos patienter 
med MS, så kan det have en betydning for Kv1.3 kalium kanalen, og det kunne være 
medvirkende til at give en forklaring på udviklingen af MS. Afhængigt af typen af variation på 
genet kunne det påvirke funktionen af kalium kanalen; for eksempel formen, det elektriske 
potentiale og/eller antallet af kanaler i cellerner. En forandring af proteinet kunne vise sig at 
være uden betydning, eller det kunne være vigtigt for funktionen af kanalen og derved membran 
potentialet i cellen.
En forklaring på at PCR­reaktionen på exon 1 ikke lykkes kunne være, at der var en 
variation i det område hvor primeren skulle passe, hvilket ville medføre problemer i PCR 
reaktionen. Selvom denne forklaring er usandsynlig, så er det dog stadig en mulighed. 
Forklaringen er baseret på, forekomsten af intensitet forskelle på nogle af båndene fra den PCR 
reaktion, som er vist på figur 9. Nogle af PCR fragmenterne er cirka halv intensitet som andre, 
hvilket kunne indikere en variation på én enkelt af DNA strengene i disse tilfælde. Det ville 
være interessant, at undersøge om dette var tilfældet, dette kunne gøres ved at undersøge den 
specifikke region omkring primer stedet.
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Forventningerne til det projekt var at finde én eller flere variationer ved KCNA3 genet, 
som kunne være medvirkende til at forklare, hvordan Kv1.3 kanalen er involveret i udviklingen 
af MS, og hvorfor blokering af kanalen er så successful i behandlingen af MS.
Den mest simple forklaring på, at der ikke blev fundet nogle genetiske variationer i 
KCNA3 genet, er at der simpelthen ikke er nogle. Men fordi det ikke var muligt, at undersøge 
hele genet kan dette dog ikke siges med sikkerhed. Et andet studie underbygger dog, at der ikke 
er nogle variationer til stede i KCNA3, men at der tilgengæld er en variation i genets intron, som 
kunne give en fornuftig forklaring på, hvorfor Kv1.3 kanalen ikke fungere som den burde.
Hvis en variation var blevet fundet i KCNA3 genet, ville det være muligt at beskrive 
den eller de pågældende variationer ved for eksempel at beregne frekvensen for variationen, 
dette kunne give et billede af, hvor hyppigt forekommende den forventes at være bland både 
patienter med MS og i den generelle befolkning.
Hvis en variation blev fundet i genet, er det dog blevet fastslået, at en fejl i et enkelt gen 
bestemt ikke kan forklare hele årsagen til MS, men måske kun en meget lille del. Dette skyldes, 
at mange forskellige faktorer spiller ind på udviklingen og udbredelsen af MS; inklusiv et 
samspil mellem mange forskellige genetiske faktorer. Flere studier bekræfter at genetiske 
faktorer spiller en vigtig rolle i MS, og flere gener er på nu værende tidspunkt blevet undersøgt 
med måde positive og negative resultater. Det er blevet dokumenteret, at 60­80 gener mens at 
have en indflydelse på MS, Det største problem ligger så i at finde ud af, hvilke gener der 
bidrager til hvad, og hvilke gener der har indflydelse på hinanden [2, 16 & 26].
Som beskrevet har flere studier foreslået at en genetisk variation i KCNA3 er 
sandsynlig, og hvis en sådan variation bliver fundet og karakteriseret kunne informationen 
komme til at spille en vigtig rolle for karakteriseringen af MS i et tidligt stadie og endda måske 
til at skelne mellem de forskellige typer MS. Informationerne kunne også bruges til at fastslå 
MS hos patienter i risikogruppe i et tidligt stadie. Det ville yderligere være muligt at benytte 
denne viden i behandlingen af MS og produktionen af nye og bedre medikamenter for patienter 
med MS.
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7. Konklusion
På trods af at den eksperimentale del ikke er fuldendt, er der ikke fundet nogle 
genetiske variationer i KCNA3 genet, som koder for Kv1.3 kalium kanalen i T 
lymfocytter. Dette stemmer overens med andre genetiske undersøgelse af genet.
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